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Abstract 


Microscopic imaging and image evaluation by means of optical microscopy is used for In-situ analysis of a 
biological culture (4) In motion or at rest. The moving or stationary culture (4) in a biological reactor (1 ) is 
analysed with the help of a microscope (2) and a video-camera (51). The microscopic image formed by the 
video-camera (51) is processed by a computerised digital imaging system (52), which measures the cell 
concentration in the culture (4) as well as other parameters, and is used immediately for control of the 
biological process in the reactor (1 ). 

USE/ADVANTAGE - Used for characterising biological cultures, esp cultures which are contained in a 
reactor vessel. It is applicable for example where the rate of multiplication of cells or the rate of increase of 
biomass is to be monitored and controlled. The proposed system allows cell concn to be measured directly,, 
and therefore with greater accuracy. 
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@ In situ MIkroskopsonde und MeHverfahren 

(§) Varfahren zur Bestimmung der Konzsntration von Zsllen in 
einar Kulturbruhe (4) odar von anderan Partikein in bewegtan 
Oder ruhendan Median mil einam Mikroskop (20), dam eine 
Videokamera (5t] nachgeschaltat ist, dadurch gakennzetch- 
net. da8 m'tt Hilfe das Mikroskops (20) und der nachgaschai- 
teten Vidaokamora (51) die strdmanda oder rufiig gastellta 
Kuiturbruho (4) in einem Btoreaktor (1) aufgenommen und 
mrt Hiifa ainer computargestutzten, digitalan Bildvararbai- 
tungselnrichtung (52) die Konzantration der i^ellan in der 
Kulturbruhe (4) oder dar andaren Partikel bestimmt und zur 
Steuarung das Bkiprozassaa im Bioreaktor (1) unmittaibar 
banutzt wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren gemafi 
dem Oberbegriff des Paientanspmches I, sowie eine 
Vorrichtung 2ur Durchfiihrung des Verfahrens. 

Ein solches Verfahren kommt dort zum Einsatz, wo in 
einem afageschlossenen System, beispielsweise in einem 
Bioreaktor, lebende Zellen bei einer bestimmten Tem- 
peratur und vorgegebenen Reinheitsbedingungen vcr- 
mehrt werden. Um die Vermehrung der Zellen bzw. das 
Anwachsen der Biomasse Im Reaktor kontrollieren zu 
kSnnen, werden zur Zeit Streulicht- oder Fluoreszenz- 
sonden vcrwendet Bei diesen Vorricfatungen wird die 
Kulturbruhe mit einem Lichtstrahl beleuchtet. und die 
Intensit^t des hervorgerufenen Streuiichts bzw. des 
Fluoreszenzlichts mit einem Fotodetektor bestimmt 
Aus der Intensitatsanderung des Lichtes bzw. auf Grund 
der durch die Zellen hervorgerufenen Fluoreszenz kann 
auf die Konzentration der Biomasse bzw. der Zeilen in 
dem Bioreaktor geschlossen werden. Die bis jetzt zur 
Ermittlung der Zellenkonzentration in den Bioreakto- 
ren verwendeten optischen Sonden erfassen sunmia- 
risch aile streuenden bzw. fluoreszierenden BestandieOe 
eines reprasentativen Probevolumens. Die ermittelten 
Werte miissen daher mit Ffilfe eines standardisierten 
Prozesses kalibriert werden und erlauben nur dann kor- 
rekte Messungen, wenn jeder MeBprozefi hinsichtiich 
seiner Bestandteile immer den gleichen MeQuntergmnd 
aufweist. Der MeBuntergrund eIner Kulturbruhe in ei- 
nem Bioreaktor wird durch die sich dort bildcnden Gas- 
blasen, den Festkorper, die Nahrsubstanzen oder aber 
auch durch eine variierende durchschnittliche GroQe 
der Zellen erzeugt Die zuletzt genannten Faktorcn 
konnen zu einer erheblichen Storung^des Mefiverfah- 
rens imd damit zu einer Verfalschiing der MeBdaten 
fuhreiL 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren aufzuzeigen, mit dem eine fehlerfreie Ermittlung 
der Zellenkonzentration einer Kulturbruhe durchge- 
fuhrt werden kann, sowie eine Vorrichtung zur Durch- 
f uhrung des Verfahrens zu schaff en. 

Das Verfahren, mit dem diese Aufgabe gelost wird, ist 
in Patentanspruch 1 offenbart. 

Die Vorrichtimg zur Durchfuhrung des Verfahrens ist 
in Patentanspruch 3 offenban. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteran- 
spruchen angegeben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt es, eine 
KulturbrQhe, z. B. in einem Bioreaktor, mikroskopisch 
zu uberwachen. Durch den zusatzlichen Einsatz einer 
^Adeokamera und einer Vorrichtung, mit der eine Strd- 
mungsberuhigung der Kulturbruhe innerhalb des Biore- 
aktors durchgefQhrt werden kann. konnen zu jedem be- 
liebigen Zeitpunkt Bilder der Kulturbruhe erzeugt und 
die Konzentradon der lebenden Zellen in der Kultur- 
bruhe hieraus ermittelt werden. 

Die erfmdungsgemafie Vorrichtung eriaubt die mi- 
kroskopische Betrachtung einer diinnen Volumen- 
schicht innerhalb des Bioreaktors mit einer Mikroskop- 
sonde, nachfolgend auch MeBsonde genannt Die Kul- 
turbriihe kann in Durchlicht und Aufiicht mikroskopiert 
werden. Ebenso ist Fluoreszenzmikroskople mogllch, 
wenn das abgegrenzte Voiumen der Kulturbruhe mit 
einer Anregungswellenlange von 340 bis 365 nm be- 
strahlt wird. Das Objektiv des Mikroskops kann unmit- 
telbar vor dem Reaktorfenster angeordnet werden. 
Falls es die Gege benheiten erlauben, kann die MeBson- 
de durch einen Normstutzen auch unmittelbar in den 
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Reaktor eingefiihrt werden, wobei das MeBfenster di- 
rekt durch das MIkroskopobjektiv gebildet werden 
kann. Auf die Objekiivfrontlinse wird dazu ein Deckgias 
aufgekittet 

5 Eine Sterilisierung der Mikroskop sonde kann hierbei 
dann auf chemischem Wege erfolgen. Die Mikroskop- 
sonde wird in diesem Fall unter Verwendung einer 
Wechselsonde m den Reaktor eingefiihrt 
Das mit Hilfe des Mikroskops erhaltene Bild erzeugt 
10 leuchtende Strukturen auf einem dunklen oder diffusen 
Hintergrund. Dieses Bild kann uber eine Videokamera 
einer automatischen Bildverarbeitungsvorrichtung zu- 
gefiihrt werden, in der eine Auswertimg des Elides er- 
foIgL Bei der Auswertung des Bildes wird die Anzahl 

IS der beleuchteten Objekte erfaBt Diese entspricht der 
Anzahl der Zellen in dem betrachteten, abgegrenzten 
Voiumen. Aus der Anzahl der Zellen in dem betrachte- 
ten Voiumen ergibt sich die Konzentration der Zellen in 
der Kulturbruhe des Bioreaktors. Die Abgrenzung des 

20 Probevolumens innerhalb des Bioreaktors erfolgt durch 
ein Scharfe- bzw. Kontrastkriterium, das in der digitalen 
Bildverarbeittmg des Mikroskopbildes einprogram- 
mien wird. Nur diejenigen Objekte werden mitgezahit, 
deren Kanten genugend scharf hervortreten, deren Ab- 
as bildungsscharfe oder Kontrast also oberhalb einer 
zweckmafiig gewahlten Minimalscharf e bzw. einem Mi- 
nimalkontrast liegen. Die Schwellenwene fiir Kanten- 
charakteristik, Sch^e und Kontrast konnen innerhalb 
der digitalen Bildverarbeitung numerisch definiert wer- 

30 den. Auf diese Weise werden nur Objekte gezahlt, die 
sich innerhalb einer definierten Entfemung von der Ge- 
genstandsebene des Mikroskops befinden. Das eigent- 
lich untcrsuchte Voiumen ist also der Bereich, der durch 
das Mikroskop mit definierter Scharfe abgebildet wird. 

35 Seine GroBe wird durch eine Eichmessung mit einer 
wohlbekannten Konzentration von Zellen bestimmt. 
Die in einem Bioreaktor enthaltene Kulturbruhe kaim 
auch auBerhalb desseiben in einer DurchfluBzelle uber- 
pruft werden. Zu diesem Zweck wird an den Bioreaktor 

40 eine DurchfluBzelle angeschlossen, die von der Kultur- 
brQhe durchstrdmt werden kann. 

Neben einer Beobachtung und Analyse von lebenden 
Zellen in einem Bioreaktor konnen die erfindungsgema- 
Be Vorrichtung und das Verfahren auch unabhangig 

45 vom Bioreaktor zur Analyse kleiner Teilchen in beweg- 
ten oder ruhenden Medien Anwendung finden. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von schema- 
tischen Zeichnungen naher erlMuterL Es zeigen: 
Fig. 1 eine spezielle Ausfuhrungsform der Beieuch- 

50 tungs- und Abtrennvorrichtung des erfindungsgemaBen 
Bioreaktors, 

Fig. 2 eine spezielle Ausfuhrungsform des Fensters 
fiir das MIkroskopobjektiv, 
Fig. 3 eine Variante der in Fig. 2 dargestellten Vor- 

55 richtung, 

Fig. 4 die voUstandige Vorrichtung in der speziellen 
Ausfuhrungsform fiir Aufiicht- Belichiung, 

Fig. 5 eine mit dem Bioreaktor in Verbindung stehen- 
de DurchfluBzelle. 

60 Fig. 1 zeigt einen Bioreaktor 1, in dem lebende Zellen 
in einem Nahrmedium kultiviert werden konnen. Der 
Bioreaktor I wetst ein Fenster 2 auf. Im Bereich dieses 
Fensters 2 ist eine Vorrichtung 3 installiert. mit der eine 
definierte Menge der zu untersuchenden Kulturbruhe 4 

65 vom Inhalt 11 des Bioreaktors 1 abgetrennt und vor 
dem Fenster 2 angeordnet werden kann. Die Vorrich- 
tung 3 wird durch ein Rohr 3R gebildet. das U-formig 
gebogen und bei der hier dargestellten Ausfiihrungs- 
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form aus Edeistahl gefenig isL Das Fenster 2 des Biore- 
aktors I wird bei dem hier dargestellten Ausfuhrungs- 
beisDiel durch eine kreisfdrmige Offnung 2E begrenzt, 
die nach auBen bin einen zylinderfdrmigen Ajisaizstut- 
zen 2Z aufweist Dieser kann, wie bei dem hier darge- 5 
stellten Ausfiihrungsbeispiel, als Normstutzen mix ei- 
nem Durchmesser voa 25 mm ausgebttdei warden. In 
den Ansatzstutzen 2Z ist ein zylinderformiger Einsatz 
2L eingesetzL Das dem Inneren des Bioreaktors zuge- 
wandie Ende des Einsatzes 2L isi durch eine durchsichti- 10 
ge Scheibe 2S verschlossen. Diese kann aus Glas oder 
Quarz gefertigt sein. Die Scheibe 2S ist bereichsweise m 
cine ringformige Ausnehmung 2A des Einsatzes 2L ein- 
gefugt und von einer nngformigen Dichtung 2D umge- 
ben, so dafl ein henmetisciier AbschluB des Bioreaktors is 
1 ira Bereich der Scheibe 2S gegeben ist- Die Offnung 2E 
des Bioreaktors 1 weist in der Wand IW eine Ringnut 
IN auf, die zu dem Einsatz 2L bin offen ist In diese 
Ringnut IK ist eine ringformige Dichtung ID eingefiigt, 
so daB ein hermetischer AbschluB des Bioreaktors 1 20 
zwischen dem Einsatz 2L and der zyllnderf ormigen Ver- 
langerung 2Z nach auBen hin gegeben 1st In definiertem 
Abstand von dem Fenster 2 ist in der gleichen Wand 1 W 
eine weitere Offnung 5 vorgesehen. . Diese weist eine 
zylinderforraige Verlangerung 5Z auf, die nach aufien 25 
gcrichtet ist. Ein .Arm 3A des Rohres 3R ist durch die 
Sffnung 5 nach aufien gefuhrt, und steht etwa 10 cm 
uber die Offnung 5 nach auBen iiber. Im Bereich der 
Offnung 5 und der zylinderformigen Verlangerung 5Z 
sind in definiertem Abstand ringformige Dichtungen 6 30 
und 7 angeordnec die das Rohr 3R eng umschlieBen. Die 
beiden Dichtungen 6 und 7 sind in je einer Ringnut S und 
' 9 angeordnct, die im Bereich der Wand 1 W des Bioreak- 
tors 1 bzw. der zylinderformigen Verl^erung 52 ange- 
ordnct sind Die U-formige Krummung des Rohres 3R 35 
ist innerhalb des Bioreaktors angcordnet Der Kriim- 
mungsradius 3R des Rohres ist so gewahit, daB das 
zweite freie Ende 3E des Rohres 3R m gleicher Hohe 
wie das Fenster 2 angeordnet ist In das freie Ende ist cm 
scheibenformiges, durchsichtiges Bauelement 10 einge- 40 
setzt, das ein Fenster bildet Das Fenster 10 ist von einer 
ringformigen Dichtung 11 umgeben, die geringfugig aus 
dem freien Ende 3E nach auBen uberstehL Das Fenster 
iO ist bei der hier dargestellten Ausfuhrungsform aus 
Glas Oder Quarz geferdgt. Die Dichtung 11 ist aus ei- 45 
nem eiastischen Material gefertigt Das Fenster 10 kann 
so angeordnet werden, daB sein Mittelpunkt in einer 
Ebene mil dem Mittelpunkt des Fensters 2 in der Wand 
1 W liegL An dem auBerhalb des Bioreaktors 1 angeord- 
neten Arm 3A des Rohres 3R ist ein Manipulator 12 50 
befestigt Mit dessen Hilfe kann das Rohr 3R uber eine 
Fuhrung (hier nicht dargestellt) in dem Biorcaktor I 
bewegt werden. Wird der Arm 3A nach aufien gezogen, 
so bewegt sich das Ende 3E mnerhalb des Bioreaktors m 
Richmng-auf das Fenster 2. Da die Dichtung 1 1 germg- 55 
ftigig aus dem Ende 3E hervorsteht, kann niit dem Mani- 
pulator 12 eine geringe Menge der im Bioreaktor be- 
findlichen KulturbrOhe zwischen dem Fenster 2 und 
dem Fenster 10 eingeschlossen und damit ruhiggestellt 
werden. Ist die mikroskopische Messung an der vor dem 60 
Fenster 2 angeordnetcn Kulturbnihe 4 abgeschiossen. 
so wird mit Hilfe des Manipulators 12 der Arm 3A wel- 
ter in den Bioreaktor hineingeschoben, so daB die beob- 
achtete Menge an Kulturbnihe 4 wieder dem ubrigen 
Volumen der Klulmrbruhe 4 zugefuhrt wird Durch em 65 
neues Herausziehen des Armes 3A kann zu einem spa- 
teren Zeitpunict wiederum eine kleine Menge der Kul- 
turbruhe 4 zwischen dem Fenster 10 und dem Fenster 2 


ruhiggestellt werden. Fails die Innenseite des Fensters 2 
durch die Kulturbnihe 4 verschmutzt ist, kann mit Hilfe 
der Dichtung 11. die sich am Ende 3E des Rohres 3R 
befindet, das Fenster 2 gereinigt werden. Hierzu wird 
das Ende 3E zunachst vor der Scheibe 2S positioniert. 
AnschlieBend wird der Manipulator 12 im oder gegen 
den Uhrzeigersinn gedreht. 

Wie in Fig. 2 dargestellt, kann vor dem Fenster 2 des 
Bioreaktors 1 auch das Objektiv 21 eines Mikroskops 20 
angeordnet werden. Hierzu wird das Objeknv 21 zu- 
sammen mit dem Tubus 22 des Mikroskops 20 in die 
zylinderformige Verlangenmg 2Z in der Offnung 2E 
eingesetzt Ansielle des Fensters 2 bzw. der Scheibe 2S 
kann auch das Objektiv 21 eines Mikroskops 20 dauer- 
haft installiert werden, wie es in Fig. 3 dargestellt ist. In 
diesera Fall bildet das Objektiv selbst das Fenster. Urn 
einen hermetischen AbschluB des Bioreaktors 1 auch 
bei dieser Ausfuhrungsform zu erreichen, ist zwischen 
dem zylinderformigen Ansatzstutzen 2Z des Bioreak- 
tors 1 und dem Tubus 22 des Mikroskops eine ringfor- 
mige Dichtung 23, beispielsweise ein 0-Ring angeord- 
net, der in der Ringnut 24 des Tubus 22 angeordnet ist. 

Fig. 4 zeigi den Bioreaktor 1 wiederum im Bereich 
seines Fensters Z Vor dem Fenster 2 ist das Mikroskop 
20 mit seinem Objektiv 21 angeordnet. Das Mikroskop 
20 steht mit einer Lichtquelie 50 in Verbindung. Diese 
kann beispielsweise als gepuJste UV-Lichtqueile ausge- 
bildet werden. Um Fluoreszenzmikroskopie durchzu- 
fiihren, ist vor allem cine Lichtquelie 30 erforderiich, die 
Ucht im uitrayioienen Welleniangenbereich aussendet, 
Wie anhand von Fig. 4 zu sehen ist, wird mit dem von 
der Lichtquelie 50 kommenden Licht, welches durch das 
Mikroskop 20 eingekoppelt wird, die unmittelbar hinter 
dem Fenster 2 des Bioreaktors I befindliche Kulturbru- 
he beleuchtet. Zur Durchfuhrung von Fluoreszenzmi- 
kroskopie wird UV-Licht uber den dichroitischen Filter 
53 in den Strahlengang eingekoppelt Das mit Hilfe des 
Mikroskops 20 erzeugte Bild wird einer Videokamera 

51 zugefuhrt. Ihr Signaleingang steht mit dem Mikro- 
skop 20 in Verbindung, wahrend ihr Signaiausgang an 
eine computergestutzte digitaie Bildverarbeitungsein- 
richtung52 angeschiosseh isL Mit Hilfe der Einrichmng 

52 werden die Bilder ausgewerteL Sie ermittelt automa- 
tisch die Kor^zentration der Zellen in der Kulturbruhe 4. 
Mit Hilfeiifir in Fig. 4 dargestelUen Vorrichtung ist eine 
Auflichtmikroskopie auf einfache Weise moglicb. Dabei 
ist es gleichgultigi ob das Objektiv 21 des Mikroskops 
vor dem Fenster2 des Bioreaktors 1 angeordnet ist, und 
mh bzw. ohne aufgekittetem Deckglas selbst das Fen- 
ster des Bioreaktors bildet Das mit Hilfe des Mikro- 
skops 20 erzeugte BOd wird, wie oben beschriebea mit 
Hilfe der Videokamera und der digitaien Bildverarbei- 
tungseinrichtung weiter%'erarbeitet und ausgewertet 

ErfmdungsgemaB besteht die MagUchkeit, mit der in 
Fig. 4 dargestellten Vorrichtung auch scharf e Bilder von 
der strfimenden Kulturbnihe 4 innerhalb des Bioreak- 
tors 1 zu erzeugen. Hierzu wird die mit dem Mikroskop 
20 verbundene KameraSl durch kurze VerschluBzeiten 
Oder durch Blitzbelicbtimg so kurzzeitig belichtet daS 
auch die bcwegten Zellen in der Kulturbruhe 4 noch 
hinreichend scharf abgebildet werden. Die Kombination 
von Blitzbelichtung mit synchro nisiertem Kameraver- 
schluB steUt zusatziich eine Mogiichkeit dar, extrem 
kurze KameraverschluBzeiten von kleiner als einer Mi- 
krosekunde bei hoher Lichtintensitat anzuwenden. 

Die lebenden Zellen konnen selbstverstandlich auch 
mit Hilfe von Auflichi-Fluorcszcnz mikroskopiert wer- 
den. Die Fluoreszcnz der mit vorzugsweise einer UV- 
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Wellenlange von 340 bis 365 nm bestrahiten Mikroorga- 
nismen laBt sich bei Verwendung von Aoflicht aus der 
Lichtquelle 50 besonders gur zur mikroskopischen Ab- 
bildung verwerten. Da lebende Zellen einen Gehait an 
besonders stark fluoreszierenden Coenzymen (NADH 5 
Oder NADPH) besitzen, heben sich diese Zellen durch 
Fluoreszenz mit einer Wellenlange von 460 nm vom 
restlichen Medium sehr gui ab. 

Falls die Lichtverhaltnisse, insbesondere bei der Auf- 
lichtfluoreszenzmikroskopie mit kurzen Beilchtungszei- 10 
ten nicht den Gebrauch normaler Videokameras mit ca. 
0,05 Lux Empfmdiichkeit eriauben, kann auf Kamcras 
mit hoherer Empfindlichkeit, beispielsweise auf Rest- 
lichtkameras zuruckgegriffen werden. Durch den Eln- 
satz von Lichtverstarkem in Restiichtkameras wird eine is 
Empfindlichkeit erzielt, die selbst bei extrem geringen 
Beiichtungsstarken noch scharfe Abbildungen erlaubL 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist auch fur 
Durchiichtmikroskopie geeignet. Da hierfur Ucht vom 
Inneren II des Bioreaktors 1 auf das zwischen dem Fen- 20 
ster 2 und dem Fenster 10 angeordnete Volumen schei- 
nen muB, ist iimerhalb des Rohres 3R ein Lichtleiter 30 
angeordnet, der auBerhalb des Bioreaktors 1 mit einer 
lichtquelle (hier nicht dargesteilt) in Verbindung steht 
Der Lichtleiter 30 kann an seinem vor dem Fenster 10 25 
angeordneten Ende mit einer Miniaturkondensoroptik 
(hier nicht dargesteilt) versehen sein. Durch das Fenster 
10, das aus Glas oder Quarz gefertigt ist, Wird der Licht- 
leiter 30 vor einem direkten Kontakt mit der Ktiiturbru* 
he4geschutzt 30 

Sollte eine Mikroskopie der Kulturbriihe 4 durch das 
Fenster 2 des Bioreaktors I nicht moglich sein, so be- 
steht die MSglichkeit, den Bioreaktor 1 an. eine Durch- 
fluBzelle 40 anzuschlieBen, die in Fig. 5 dargesteilt ist 
Ober eine Leitung 41 wird von dem Bioreaktor 1 (in 35 
Fig. 5 nicht dargesteilt) Kultiirbnihe der DurchfluBzelle 
40 zugeleiteL Die DurchfluBzelle 40 wird durch einen 
durchsichdgen Zellenboden 42 gebildet, m den die Lei- 
tung 41 einmundet Die Leitung 41 steht mit einer Lei- 
tung 43 in Verbindung; uber welche die Kulturbruhe 40 
wieder aus der DurchfluBzelle 40 entfernt werden kann. 
Die Kulturbruhe wird von der Leitung 41 aus an einem 
Deckgias 44 entlanggeleitet und der Leitung 43 zuge- 
fiihrt Zwischen dem Deckgias 44 und dem Boden 42 der 
DurchfluBzelle 40 ist eine Dichtung 45 aus Poiytetraflu- 45 
orathylen angeordnet Das Deckgias 44 ist uber den 
Cffnungen 41 E und 43E der Leitungen 43 und 44 posi- 
tioniert Mit Hilfe der Dichtung 45 wird sichergestellt 
daB die Kulturbriihe 4 nicht zwischen dem Deckgias 45 
und dem Boden 42 aus der DurchfluBzelle 40 ausstro- 50 
men kann. Nach oben wird die DurchfluBzelle 40 von 
einem Rahman 46 begrenzt, der mitdg eine Offnung 46E 
aufweist, durch die hindurch das Deckgias 44 voll sicht- 
bar ist Die DurchfluBzelle 40. die in Fig, 5 in aufge- 
spreizter Darstellung gezeigt ist, ist m ihren Abmessun- 55 
gen so gewahlt, daB sie zwischen dem 0-bjektiv und 
dem Kondensor eines Mikroskops angeordnet werden 
kann. Die unter dem Deckgias 44 befindliche Kulturbrii- 
he kann mit Hilfe des Mikroskops betrachtet und an- 
schlieBend beseitigt oder dem Reaktor Uber die Leitung eo 
43 wieder zugefiihrt werden. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 55 
von Zellen in einer Kulturbriihe (4) oder von ande- 
ren Partikeln in bewegcen oder ruhenden Medien . 
mit einem Mikroskop (20), dem eine Videokamera 


(51) nachgeschaltet ist, dadurch gekennzeichnet, 
daB mit Hilfe des Mikroskops (20) und der nachge- 
schalteten Videokamera (51) die stromende oder 
ruhig gestellte Kulturbruhe (4) in einem Bioreaktor 
(1) aufgenommen und mit Hilfe einer computerge- 
siiltzten, digitalen Biidverarbeitungseinrichtung 

(52) die Konzentration der Zellen in der Kulturbru- 
he (4) oder der anderen Partikel bestimmi und zur 
Steuerung des Bioprozesses im Bioreaktor ^i; un- 
mittelbar benutzt wird. 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mil Hilfe der Biidverarbeitungsein- 
richtung (52) die Konzentration der Zellen oder 
Partikel als Anzahl pro Volumen bestimmt wird, 
wobei fiir die Konzentrarionsbestimmung diejeni- 
gen abgebildeten Zellen oder Panikel mitgezahlt 
werden, welche infolge ihrer Abbildungsscharfe ei- 
nem definierten Volumen symmetrisch zur scharf 
abgebildeten Gegenstandsebene zugeordnet sind. 
3. Vorrichtung mit einem Bioreaktor (1) zur Erzeu- 
gung von lebenden Zellen in einer Kulturbruhe (4) 
mit einem Fenster (2), einem Mikroskop (20) und 
einer nachgeschalteten Videokamera, insbesondere 
zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Vorrichtung (3) 
zur Ruhigsteliung und/oder Abtrennung einer defi- 
nierten Menge der im Bioreaktor (1) enthaltenen 
Kulturbruhe (4), eine computergestiitze, digitaie 
Biidverarbeitungseinrichtung (52) sowie jeweils ei- 
ne Lichtquelle (30, 50) fur die Auflicht- und Durch- 
iichtmikroskopie vorgesehen sind. daB das Objek- 
tiv (21) des Mikroskops (20) unmittelbar vor dem 
Fenster (2) des Bioreaktors (1) angeordnet ist oder 
das Fenster (2) des Bioreaktors (1) bildet und daB 
das Mikroskop (20) mit der Lichtquelle (50) verbun- 
dcn ist, deren Licht durch das Mikroskop (20) auf 
das Fenster (2) des Bioreaktors geleitet ist, wobei 
der Signaiausgang des Mikroskops (20) an der Vi- 
deokamera (51) angeschlossen ist, deren Ausgangs- 
signal einer computergestutzten, digitalen Bildver- . 
arbeitungseinrichtung (52) zugefuiut ist, die zur 
Steuerung des Bioreaktors (1) vorgesehen ist 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Vorrichtung zur Stromungsberu- 
higung durch ein U-formiges, beweglich gehalter- 
tes Rohr (3R) gebildet ist, dessen erstes Ende (3B) 
auBerhalb des Bioreaktors (1) und dessen zweiies 
Ende (3E) innerhalb des Bioreaktors (1) vor dem 
Fenster (2) desseiben angeordnet und mit einer 
Scheibe (10) und einem elastischen Dichtungsring 
(11) verschlossen ist, so daB die Dichtung (11) ge- 
ringfugig aus dem Ende (3£) herausragt und daB 
der Krummungsradius des Rohres (3R) so gewihlt 
ist daB die Scheibe (10) konzentrisch zum Fenster 
(2) mit der Dichtung (11) am Fenster (2) aniiegend 
bewegbar ist 

5. Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch 
gekennzeichnet daB die Scheibe (10) aus licht- 
durchiassigem Material besteht, und daB im Inne- 
ren des Rohres (3R) ein Lichtleiter (30) angeordnet 
ist durch welchen Licht zur Durchiichtmikroskopie 
von auBen einkoppelbar ist 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB der erste Arm (3A) 
des Rohres (3) durch eine Offnung (5) in der Wand 
(IW) des Bioreaktors gefiihrt ist daB die Offnung 
(5) eine zylinderformige Verlangerung (5Z) auf- 
weist die nach auQen gerichtet ist dafi der Durch- 
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messer der Cffnung (5) und der zyiinderformigen 
Veriangerung (5Z) geringformig groBer sind, als 
der Innendurchmesser des Rohres (3R), daB zwi- 
schen dem Rohr (3R), der Wand (1 W) und der zylin- 
derfomugen Verlangenmg (5Z) zwei ringformige 5 
Dichtungen (6 und 7) angeordnet sind, die bereichs- 
weise in je eine ringformige Nut (8, 9) in der Wand 
(IW) und der zyiinderformigen Veriangerung (5Z) 
eingesetzt sind, daB die Dichtungen (5 und 6) als 
Gleit-O-Ringdichtungen ausgebildet sind, und daB 10 
auBerhalb des Bioreaktors (1) am Rohr (3R) eih 
Manipulator (12) zur Betatigung der Vorrichtung 
(3) befestigtist 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Biidung des Fen- 15 
siers (2) des Bioreaktors (1) in der Wand (IW) des 
Bioreaktors (1) eine kreisformige Offnung(2E) vor- 
gesehen ist, an die eine nach auBen gerichtete zylin- 
derformige Veriangerung (2Z) angesetzt ist, daB in 
die Veriangerung (2Z) ein zylinderformiger Ensatz 20 
(2) eingesetzt ist, der an seinem dem Innenraum(ll) 
des Reaktors (1) zugewandten Ende durch ein Fen- 
ster (2S) aus Glas oder Quarz verschJossen ist, daB 
das Fenster (25) in eine Ausnefariiung (2A) des Ein- 
satzes (2L) eingesetzt und von einer ringjFdnnigen 25 
Dichtung (2D) umgebcn ist und daB der Einsatz 
(2L) ebenfalls von einer ringformigen Dichtung 
(2D) in Form eines 0-Ringes umgeben ist, der in 
eine ringformige Nut (IN) eingesetzt ist 

8. Vorrichtung nach Anspruch 3 bis 7, dadurch ge- 30 
kennzeichnet daB zur Biidung des Fensters (2) ein 
Fermenter-Normstutzen vorgesehen ist, daB der 
Mikroskopaufbau (20) in den dazu oassenden An- 
satzstutzen (2Z) eingefiigt ist 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 8, 35 
dadurch gekennzeichnet, daB das Mikroskop (20) 
zur Vereinfachung der Sterilisadon in eine handds- 
ubliche Wechselsonde fur Fennenter-Mormsiutzen 
eingefugt ist 
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